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57© Resumen:
Procedimiento para la identificación de las especies co-
merciales de la Familia Merlucciidae, elementos necesa-
rios y aplicaciones.
La invención proporciona un procedimiento mediante es-
pectrometría de masas para la identificación de las prin-
cipales especies comerciales de la Familia Merlucciidae,
en toda la cadena alimentaria. El objeto de la invención
es el reconocimiento de las merluzas comerciales perte-
necientes al género Merluccius: M. merluccius, M. capen-
sis o M. senegalensis, M. polli, M. paradoxus, M. australis
(incluyendo dos subespecies diferentes, M. australis aus-
tralis yM. australis polylepsis),M. productus, M. bilinearis,
M. hubbsi o M. gayi; o al género Macruronus, conocidas
también como merluzas de cola: Macruronus novaelan-
diae con sus dos subespecies (Ma. nov. nov. y Ma. nov.
magellanicus). Este procedimiento permite la identifica-
ción inequívoca de la especie concreta en menos de dos
horas en todo tipo de productos y subproductos frescos,
refrigerados, congelados y/o procesados, y/o precocina-
dos.
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DESCRIPCIÓN
Procedimiento para la identificación de las especies comerciales de la Familia Merlucciidae, elementos necesarios
y aplicaciones.
Sector de la técnica
La presente invención tiene aplicación en el sector de tecnología de productos pesqueros y gestión de pesquerías:
control e inspección de la calidad y origen de materias primas; control y cumplimiento del etiquetado correcto de
productos y subproductos; control del fraude al consumidor o al importador; conflictos pesqueros en aguas internacio-
nales. Además, los productos de la invención podrían ser utilizados para el desarrollo de nuevas técnicas de detección
de especies.
Estado de la técnica
La Familia Merlucciidae comprende dieciocho especies marinas englobadas dentro de cuatro géneros distintos
(Merluccius, Macruronus, Lyconus y Lyconodes). Sólo los dos primeros son de gran interés pesquero a nivel mundial
con un total de captura superior a los 1,8 millones de toneladas en el año 2004 (FIGIS FAO). En la Figura 1 se
presenta el volumen de capturas según la especie. En toda Europa y sobre todo en España, la merluza es la especie
más solicitada y apreciada por los consumidores.
Para atender a esta demanda el caladero europeo se ha sobreexplotado y las empresas transformadoras de pescado
han empezado a importar y comercializar otras especies de la misma familia como sustitutos. Como el valor comercial
varía según las especies y los productos derivados, las entidades administrativas deben proteger a los consumidores
de sustitutos de especies de mayor valor, mediante medidas de control que aseguren un adecuado etiquetado del
producto.
El control de origen y autenticidad de especies se hace más necesario cuanto mayor es la diversidad de especies
susceptibles de ser comercializadas bajo el mismo nombre (la denominación genérica de “merluza” comprende trece
especies distintas). Respecto a la captura, cuanto mayor es el grado de solapamiento geográfico entre los caladeros
de la distintas especies, mayor es la frecuencia con la que se pueden pescar dos especies distintas y difícilmente dis-
tinguibles en una misma área (por ejemplo en Sudáfrica coexisten dos especies de merluza del Cabo -M. capensis
y M. paradoxus- que son habitualmente pescadas en una misma pesquería). Y por último, cuanto mayor es el grado
de procesado o manipulación del pescado previo a la venta (procesos de fileteado, eviscerado, descabezado, etc.),
mayor es la dificultad de la identificación de los especímenes utilizados en dicho producto. A estas circunstancias
hay que añadir la creciente exigencia del consumidor por estar adecuadamente informado de la composición de los
alimentos en un mercado cada vez más global y, por tanto, más expuesto a riesgos sanitarios imprevisibles. En con-
clusión, existe una necesidad de obtener una información contrastada y veraz sobre la naturaleza y el origen de los
alimentos.
Observando la legislación de ámbito internacional en materia de etiquetado el Codex Alimentarius o Código Ali-
mentario (CODEX STAN 1-1985, Rev. 1-1991; FAO, OMS) ofrece normas y buenas prácticas. En la Unión Europea
y los Estados miembros, el artículo 4, punto 2, del Reglamento (CE) nº 104/2000, del Consejo, de 17 de diciembre de
1999, que establece la Organización Común de Mercados en el sector de los productos de la pesca y de la acuicultura
y dispone que “los Estados miembros establecerán y publicarán el listado de denominaciones comerciales de espe-
cies pesqueras y de acuicultura”. En nuestro país el Real Decreto 1380/2002, de 20 de Diciembre y el Real Decreto
121/2004, de 23 de Enero -teniendo en cuenta la Ley 3/2001, de 26 de Marzo de Pesca Marítima del Estado sobre
comercialización de productos pesqueros- regulan respectivamente, la identificación y el etiquetado de los productos
de la pesca, la acuicultura y el marisqueo, congelados o ultracongelados el primero, y vivos, frescos, refrigerados o
cocidos el segundo. Un requisito fundamental del etiquetado de productos pesqueros es la indicación clara del nom-
bre de la especie utilizada. En la Tabla 1 figuran las denominaciones comerciales para los miembros de la Familia
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TABLA 1
Especies comerciales y denominaciones para la Familia Merlucciidae admitidas en España. BOE 69, Resolución de
27 de febrero de 2006, de la Secretaria General de Pesca Marítima
La existencia de una legislación en materia de denominación comercial necesita herramientas fiables que permi-
tan la identificación certera del origen y naturaleza del producto. Estas herramientas deben basarse en metodologías
analíticas que identifiquen la especie de partida en un producto elaborado donde ya no existan indicios morfológicos
o sensoriales. El primer intento de caracterización sin atender a rasgos evidentes fue realizado por Jones y Mackie en
1970, a partir de perfiles electroforéticos de proteínas del músculo. Más tarde, los mismos autores establecieron una
serie de perfiles electroforéticos específicos a partir de las proteínas de la fracción sarcoplásmica de cinco especies
de merluza: M. merluccius, M. australis, M. productus, M. bilinearis y M. angustimanus (Mackie y Jones, 1978).
Otros ensayos basados en técnicas electroforéticas se presentan en Grant y col., 1987; Roldan y col., 1998; Piñeiro y
col., 2000; Tepedino y col., 2001. La electroforesis bidimensional (2-DE) constituye una herramienta rápida y sencilla
para la caracterización e identificación de especies de pescado; se han hallado patrones específicos para las distintas
especies de merluza (Piñeiro y col., 1998; Piñeiro y col., 2001; Carrera y col., 2006).
Sin embargo, en productos sometidos a procedimientos térmicos como los precocinados, resulta muy difícil re-
producir los patrones electroforéticos, debido a la rápida degradación de las proteínas. Para obviar este problema se
ha recurrido a las técnicas de Biología Molecular, gracias a su gran sensibilidad y a la naturaleza termoestable del
ADN. Quinteiro y col. (2001) desarrollaron la técnica de PCR-RFLPs para identificar once especies del género Mer-
luccius a partir de la amplificación por PCR de una región del ADN mitocondrial. Castillo y col. (2003) desarrollaron
una metodología basada en la amplificación de ciertas regiones de los microsatélites para identificar tres especies del
mismo género. Pérez y col. (2004) desarrollaron una estrategia basada en la amplificación de un gen de la subunidad
5S del ARN ribosómico para identificar nueve especies del género Merluccius. Pérez y col. (2005) desarrollaron una
metodología genética basada en la amplificación por PCR de fragmentos de ITS1-rDNA para la identificación del
género y de doce especies deMerluccius y que ha sido patentada (OEPM nº ES 2 237 271 y nº ES 2 237 285).
Las técnicas de Biología Molecular no se han aplicado a las merluzas de cola, de gran interés comercial. Además,
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alternativo y/o complementario a las técnicas existentes que permita: 1) la identificación de la amplia variedad de
especies pertenecientes a la familia Merlucciidae; 2) la identificación en cualquier punto de la cadena alimentaria y en
cualquier producto; 3) y una operación fácil y rápida.
Descripción de la invención
Descripción breve
La invención presenta un procedimiento para la identificación rápida e inequívoca de las principales especies co-
merciales de la Familia Merlucciidae en cualquier punto de la cadena alimentaria y en cualquier producto fresco,
refrigerado, congelado y/o procesado, y/o precocinado. La invención se basa en la monitorización mediante espectro-
metría de masas de una serie de péptidos específicos resultantes de la digestión de parvalbúminas.
Como novedad la invención constituye la herramienta más sencilla, sensible y rápida que permite obtener resulta-
dos de identificación en menos de 2 horas.
Descripción detallada de la invención
El procedimiento de la invención se fundamenta en que los inventores han descubierto que es posible la moni-
torización o determinación mediante espectrometría de masas de una serie de péptidos específicos para las distintas
especies de merluza, resultantes de la tripsinización ultrarrápida de parvalbúminas. La identificación concreta de la/s
especie/s de la Familia Merlucciidae, se logra ya sea de forma aislada por la monitorización de alguno de los péptidos
específicos o por una determinada combinación de los mismos (ver Tabla 2, Ejemplo 1). Una de las ventajas de este
procedimiento es que las proteínas analizadas, parvalbúminas, al ser termoestables se mantienen estables a lo largo de
cualquier manipulación convencional del pescado, como pude ser el congelado, procesado o inclusive el precocinado.
Las especies identificables con el procedimiento de la invención son las siguientes: i) género Merluccius: M.
merluccius,M. capensis oM. senegalensis,M. polli,M. paradoxus,M. bilinearis,M. productus,M. australis (incluidas
dos subespecies: M. australis australis y M. australis polylepsis), y M. hubbsi o M. gayi; ii) género Macruronus:
Ma. novaezelandiae, (sin embargo, mediante este procedimiento no es posible la distinción entre las dos subespecies
estudiadas:Ma. novaezelandiae magellanicus y Ma. novaezelandiae novaezelandiae).
En la Figura 2 se presenta un esquema del procedimiento con las etapas que se describen a continuación y que se
detallan en los Ejemplos:
1.- Extracción de las proteínas sarcoplásmicas de la muestra a identificar.
2.- Purificación de las proteínas sarcoplásmicas termoestables (parvalbúminas).
3.- Tripsinización ultrarrápida de las parvalbúminas empleando un campo de ultrasonidos de alta intensidad foca-
lizados.
4.- Separación y monitorización de un conjunto de 11 péptidos específicos mediante un sistema de cromatografía
líquida de alta resolución (HPLC) acoplado a un espectrómetro de masas trabajando en modo SIRM (selected ion
reaction monitoring).
5.- Identificación del género, procedencia geográfica y especie de la Familia Merlucciidae, mediante la moni-
torización, determinación e interpretación de los péptidos específicos enumerados en la lista y fichero de Péptidos
Específicos y resumidos en la Tabla 2, que permiten de forma escalonada discriminar si en una muestra de alimento
existen trazas de merluza, si éstas pertenecen a uno y otro género, su procedencia geográfica y la/s especie/s concreta/s
utilizada/s en dicho producto. Tal como se muestra en la tabla 2, la presencia del péptidos MER590 no es determinante
para identificar la especie concreta ya que aparece en 8 de las 11 especies de merluza.
Así, la determinación de la presencia o ausencia en la muestra problema del género Merluccius y/o del género
Macruronus, se lleva a cabo valorando la presencia/ausencia de un total de dos péptidos específicos, uno de ellos para
el géneroMerluccius y otro para el géneroMacruronus:
Péptido específico para el género Merluccius spp: G-MER517 (9 aminoácidos, SEQ ID NO1).
Péptido específico para el género Macruronus spp: G-MAC524 (9 aminoácidos, SEQ ID NO2).
Si la muestra no presenta ninguno de los péptidos específicos de género, el procedimiento termina en esta etapa, y
se puede concluir que en la muestra no existe ni merluza ni merluza de cola. Sí la muestra es positiva para el género
Macruronus, se identificará la especie Ma. novaezelandiae.
Si el análisis ha dado positivo para el género Merluccius, la combinación de presencia/ausencia de una serie de
otros péptidos permitirá la identificación concreta de la especie en una segunda etapa. El péptido S-MER967 (20
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existencia en la muestra de alguna de las especies de merluza americana (M. hubbsi, M. gayi, M. australis australis,
M. australis polylepsis, M. productus o M. bilinearis); por el contrario, su ausencia es indicativa de alguna merluza
euro-africana (M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis, M. polli o M. paradoxus).
Conocida ya la procedencia, una serie de péptidos permitirán diferenciar las especies.
•Merluza americana:
Los péptidos:
permitirán la identificación inequívoca en la muestra de M. bilinearis, M. productus, M. australis australis, M.
australis polylepsis, y M. hubbsi o M. gayi. De esta manera, por ejemplo M. bilinearis se identifica de forma precisa
con la determinación en la muestra del péptido S-MER794;M. productus se identifica de forma clara con la presencia
en la muestra del péptido S-MER612;M. australis polylepsis se identifica de forma clara con la presencia en la muestra
del péptido S-MER736;M. australis australis se identifica de forma clara con la presencia en la muestra de los péptidos
S-MER736 y S-MER721;M. hubbsi oM. gayi se identifican de forma precisa con la ausencia de los anteriores péptidos
y la presencia del péptido S-MER590 (Tabla 2). Otras combinaciones distintas de los péptidos obtenidos a partir de las
secuencias totales o parciales de las parvalbúminas contenidas en la lista y fichero de Secuencias de Parvalbúminas,
junto con sus posibles modificaciones posttraducionales, podrían añadir o reemplazar los distintos péptidos específicos
para la caracterización de especies de merluza, por lo que las posibilidades de asegurar la especificidad del diagnóstico
son mayores.
•Merluza euro-africana:
La presencia de los siguientes péptidos:
permitirán la determinación en la muestra de alguna de las siguientes merluzas: M. merluccius, M. capensis o M.
senegalensis, M. polli y M. paradoxus. De esta manera, por ejemplo M. merluccius se identifica de forma precisa con
la presencia en la muestra de los péptidos S-MER590 y S-MER597; M. capensis o M. senegalensis, se identifican
de forma precisa con la presencia en la muestra únicamente del péptido S-MER597; M. polli se identifica de forma
precisa por la presencia en la muestra de S-MER987; y M. paradoxus se identifica de forma precisa con la presencia
en la muestra del péptido S-MER973 (Tabla 2). De igual forma, otras combinaciones distintas de los péptidos obte-
nidos a partir de las secuencias totales o parciales de las parvalbúminas contenidas en la lista y fichero de Secuencias
de Parvalbúminas, junto con sus posibles modificaciones posttraducionales, podrían añadir o reemplazar los distin-
tos péptidos específicos para la caracterización de especies de merluza, por lo que las posibilidades de asegurar la
especificidad del diagnóstico son mayores.
Las técnicas y procedimientos necesarios son ampliamente conocidos por los técnicos y expertos del sector y
pueden ser llevadas a cabo igualmente por técnicas similares o ligeramente modificadas. En este sentido, la aplicación
de ultrasonidos a la muestra permite reducir el tiempo de realización de la etapa de digestión. No obstante, la digestión
puede llevarse a cabo, de forma opcional, sin ultrasonidos, en una incubación tradicional con el enzima. Además,
se puede sustituir la tripsina por otras proteasas como la quimiotripsina, endoproteinasa Glu-C, endoproteinasa Lys-
C, etc o inclusive mediante tratamientos de hidrólisis química tales como el bromuro de cianógeno, hidroxilamina,
etc (Kinter and Sherman, 2000). Con estos métodos alternativos se podrían generar otros péptidos distintos de los
descritos como específicos en la presente invención, pero que de cualquier modo la presencia de éstos últimos en la
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En la presente invención la separación e identificación de los distintos péptidos se puede llevar a cabo mediante
un sistema cromatográfico HPLC, acoplado a un espectrómetro de masas con ionización por electrospray y con una
trampa iónica tridimensional o lineal, triple cuadrupolo o QqTof como analizador (LC-MS), configurado en modo
SIRM. Otras opciones de monitorización son el modo SIM (selected ion monitoring)- monitorización de cada uno
de los iones específicos- o el modo SRM (selected reaction monitoring)- monitorización de un ión-fragmento para
cada uno de los péptidos específicos. Para esta segunda estrategia los espectros de fragmentación de cada uno de los
péptidos específicos se muestran en la Figura 7.
Además, los inventores han llevado a cabo una serie de experimentos para ejemplarizar distintas posibilidades de
estudios, donde la identificación de las principales especies comerciales de la Familia Merlucciidae, en cualquier etapa
de la cadena alimentaria y en cualquier modo de presentación, ya sea fresco, refrigerado, congelado y/o procesado y/o
precocinado, se ha llevado a cabo mediante el procedimiento de la invención (Ejemplos 2 a 5).
Por lo tanto, un objeto de la presente invención lo constituye un procedimiento para la identificación de las dis-
tintas especies pertenecientes a la Familia Merlucciidae, en adelante procedimiento de la invención, basado en la
monitorización y determinación de una serie de péptidos específicos que comprende las siguientes etapas:
a) extracción de las proteínas sarcoplásmicas del músculo blanco de la muestra de producto a analizar,
b) purificación de las proteínas sarcoplásmicas termoestables (parvalbúminas),
c) digestión ultrarrápida de las parvalbúminas con enzimas mediante la aplicación de ultrasonidos de alta
intensidad focalizados,
d) separación, monitorización y determinación de un conjunto de 11 péptidos específicos, pertenecientes al
siguiente grupo: G-MER517 (SEQ ID NO1), G-MAC524 (SEQ ID NO2), S-MER967 (SEQ ID NO3), S-
MER794 (SEQ ID NO4), S-MER612 (SEQ ID NO5), S-MER736 (SEQ ID NO6), S-MER721 (SEQ ID
NO7), S-MER590 (SEQ ID NO8), S-MER597 (SEQ ID NO9), S-MER973 (SEQ ID NO10), S-MER987
(SEQ ID NO11), y
e) la identificación, en primer lugar, de la presencia o no de merluza en la muestra, en segundo lugar, la iden-
tificación del género, ya sea Merluccius o Macruronus, en tercer lugar, la identificación de la procedencia
geográfica y, finalmente, la identificación inequívoca de la especie concreta de merluza o merluza de cola
en la muestra, mediante el examen de su patrón de péptidos específicos derivados de las parvalbúminas.
Un objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde las especies de la Familia
Merlucciidae pertenecen a uno de los siguientes géneros y especies:
- Género Merluccius, al que pertenecen las especies M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis, M. polli, M.
paradoxus,M. australis (junto con sus dos subespeciesM. australis australis yM. australis polylepsis),M. productus,
M. bilinearis, M. hubbsi, M. gayi; y
- Género Macruronus, en su única especie conocida como Ma. novaezelandiae (que incluye sus dos subespecies
Ma. nov. nov y Ma. nov. magellanicus).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación de la
presencia o no de merluza en la muestra se define con la presencia o ausencia de los siguientes péptidos específicos
de género, G-MER517 (SEQ ID NO1), para el género Merluccius spp. y G-MAC524 (SEQ ID NO2) para el género
Macruronus spp.
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de merluza de cola, oMacruronus spp. en la muestra, concretamente, la especieMacruronus novaezelandiae,
se define con la presencia en la muestra del péptido G-MAC524 (SEQ ID NO2), al mismo tiempo que la ausencia del
péptido G-MER517 (SEQ ID NO1).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de alguna especie perteneciente al género Merluccius spp., conocida también como merluza o pescadilla, se
define con la presencia en la muestra del péptido G-MER517 (SEQ ID NO1), al mismo tiempo que la ausencia del
péptido G-MAC524 (SEQ ID NO2).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de alguna de las especies perteneciente al grupo de las merluzas americanas -M. hubbsi,M. gayi,M. australis,
M. productus o M. bilinearis- se define con la presencia en la muestra del péptido S-MER967 (SEQ ID NO3).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de alguna de las especies perteneciente al grupo de las merluzas euro-africanas -M. merluccius, M. capensis,
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Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de la especie M. bilinearis se correlaciona con la presencia en la muestra del péptido S-MER794 (SEQ ID
NO4).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de la especie M. productus se correlaciona con la presencia en la muestra del péptido S-MER612 (SEQ ID
NO5).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de la especie M. australis polylepsis se correlaciona con la presencia en la muestra del péptido S-MER736
(SEQ ID NO6) y la ausencia del péptido S-MER721.
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de la especie M. australis australis se correlaciona con la presencia en la muestra de los péptidos S-MER736
(SEQ ID NO6) y S-MER721 (SEQ ID NO7).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de la especieM. hubbsi oM gayi se correlaciona con la presencia en la muestra del péptido S-MER590 (SEQ
ID NO8) y la ausencia de los péptidos S-MER794 (SEQ ID NO4), S-MER612 (SEQ ID NO5), S-MER736 (SEQ ID
NO6) y S-MER721 (SEQ ID NO7).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de la especie M. merluccius se correlaciona con la presencia en la muestra de los péptidos S-MER590 (SEQ
ID NO8) y S-MER597 (SEQ ID NO9).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de la especie M. capensis o M. senegalensis, se correlaciona con la presencia en la muestra del péptido S-
MER597 (SEQ ID NO9) y la ausencia del péptido S-MER590 (SEQ ID NO8).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en la
etapa e) de la especie M. paradoxus se correlaciona con la presencia en la muestra del péptido S-MER973 (SEQ ID
NO10).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la identificación en
la etapa e) de la especie M. polli se correlaciona con la presencia en la muestra de S-MER987 (SEQ ID NO11) y la
ausencia del péptido S-MER597 (SEQ ID NO9).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la extracción y purifi-
cación de a) y b) a partir del músculo blanco se realiza calentando la muestra a 70ºC durante 5 min, y centrifugando
posteriormente a 40.000 x g 10 min.
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la digestión enzimática
de las parvalbúminas se realiza mediante la digestión con tripsina y la aplicación de un campo de ultrasonidos de alta
intensidad focalizados o únicamente con tripsina sin aplicación de ultrasonidos.
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la digestión enzimá-
tica se realiza mediante cualquier otro tipo de proteasas o inclusive mediante cualquier otro tipo de tratamientos de
hidrólisis química con o sin aplicación de ultrasonidos.
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la separación, monito-
rización y determinación en la etapa d) de los péptidos específicos se realiza mediante cromatografía líquida de alta
resolución acoplada a un espectrómetro de masas (LC-MS) o directamente en un espectrómetro de masas sin previa
separación.
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la separación y mo-
nitorización en la etapa d) de los péptidos específicos se realiza mediante cromatografía líquida de alta resolución
acoplada a un espectrómetro de masas trabajando en cualquiera de los siguientes modos Data Dependent, SIM (selec-
ted ion monitoring), SIRM (selected ion reaction monitoring) y SRM (selected reaction monitoring).
Otro objeto de la invención lo constituyen las secuencias de aminoácidos (péptidos) que han sido identificados en
la presente invención como específicos de las especies de merluza estudiadas, en adelante péptidos de la invención, y
que se describen a continuación como objetos particulares de la invención:
- Péptido denominado G-MER517 caracterizado por la secuencia VFGIIDQDK (SEQ ID NO1) y una masa para
el ión doblemente cargado de 517.78 Da (Figura 7A).
- Péptido denominado G-MAC524 caracterizado por la secuencia VFAIIDQDK (SEQ ID NO2) y una masa para
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- Péptido denominado S-MER967 caracterizado por la secuencia AGDSDGDGAIGVDEFAVLVK (SEQ ID NO3)
y una masa para el ión doblemente cargado de 967,97 Da (Figura 7C).
- Péptido denominado S-MER794 caracterizado por la secuencia (NAcetyl)AFSGILADADIAAALK (NAcetyl:
acetilación del extremo amino terminal (SEQ ID NO4) y una masa para el ión doblemente cargado de 794,93 Da
(Figura 7D).
- Péptido denominado S-MER612 caracterizado por la secuencia IGVDEFTAMLK (SEQ ID NO5) y una masa
para el ión doblemente cargado de 612,32 Da (Figura 7E).
- Péptido denominado S-MER736 caracterizado por la secuencia AEGTFTHGEFFTK (SEQ ID NO6) y una masa
para el ión doblemente cargado de 736,35 Da (Figura 7F).
- Péptido denominado S-MER721 caracterizado por la secuencia AEGTFTHGVFFTK (SEQ ID NO7) y una masa
para el ión doblemente cargado de 721,36 Da (Figura 7G).
- Péptido denominado S-MER590 caracterizado por la secuencia IGVDEFAAMVK (SEQ ID NO8) y una masa
para el ión doblemente cargado de 590.31 Da (Figura 7H).
- Péptido denominado S-MER597 caracterizado por la secuencia IGVEEFAAMVK (SEQ ID NO9) y una masa
para el ión doblemente cargado de 597.32 Da (Figura 7I).
- Péptido denominado S-MER973 caracterizado por la secuencia AGDSDGDGAIGVDEWAALVK (SEQ ID
NO10) y una masa para el ión doblemente cargado de 973,46 Da (Figura 7J).
- Péptido denominado S-MER987 caracterizado por la secuencia AGDSDGDGAIGVDEWAVLVK (SEQ ID
NO11) y una masa para el ión doblemente cargado de 987,48 Da (Figura 7K).
Los péptidos descritos en la presente invención pueden ser obtenidos y producidos por técnicas convencionales de
obtención de péptidos mediante técnicas de síntesis química o ingeniería recombinante, los cuales pueden ser utilizados
para la obtención anticuerpos que son importantes herramientas biotecnológicas para el diagnóstico o identificación de
los péptidos de la invención en un procedimiento de identificación de especies de merluza en productos alimentarios.
Tal como se utiliza en la presente invención el término anticuerpo se puede referir a anticuerpos naturales, anticuerpos
artificiales, anticuerpos recombinantes y minianticuerpos.
Así, otro objeto de la invención lo constituye el uso de los péptidos descritos en la invención (SEQ ID NO1 a la
SEQ ID NO11) para la generación y fabricación de anticuerpos. Y de la misma manera, otro objeto de la invención lo
constituye dicho anticuerpo/s específico/s para un péptido de la invención (SEQ ID NO1 a la SEQ ID NO11).
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la separación, moni-
torización y determinación en la etapa d) comprende la utilización de un anticuerpo específico frente al péptido de la
invención (SEQ ID NO1 a la SEQ ID NO11).
Por otro lado, con la información descrita en la presente invención un técnico o experto en biotecnología es capaz
de desarrollar otras herramientas para el diagnóstico de las especies de merluza mediante la utilización de técnicas de
identificación de DNA, cDNA o RNA como, por ejemplo, la técnica de PCR, Northern o Southern blot.
Así, otro objeto de la invención se refiere a un procedimiento para la identificación de organismos pertenecientes a
la Familia Merluccidae que comprende:
a) extraer el ADN del músculo blanco de una muestra de producto,
b) determinar la presencia o ausencia de la secuencia de nucleótidos que codifica para los péptidos G-MER517
(SEQ ID NO1), G-MAC524 (SEQ ID NO2), S-MER967 (SEQ ID NO3), S-MER794 (SEQ ID NO4), S-MER612
(SEQ ID NO5), S-MER736 (SEQ ID NO6), S-MER721 (SEQ ID NO7), S-MER590 (SEQ ID NO8), S-MER597
(SEQ ID NO9), S-MER973 (SEQ ID NO10) y S-MER987 (SEQ ID NO11) en el ADN extraído en la etapa (a), y
c) determinar la presencia o ausencia del organismo perteneciente a la Familia Merlucciidae mediante los datos
obtenidos en la etapa (b) y, en el caso de determinar su presencia, proceder a su identificación.
Una realización preferida de la presente invención se refiere al procedimiento donde la determinación de la presen-
cia o ausencia de la secuencia de nucleótidos según la etapa (b) se lleva a cabo por medio de amplificación de dicha
secuencia por PCR.
Así, otro objeto de la invención lo constituye una secuencia de nucleótidos codificante de un péptido de la invención
(SEQ ID NO1 a la SEQ ID NO11). Esta secuencia puede ser utilizada para la síntesis de su secuencia complementaria
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Por otro lado, constituye otro objeto de la invención una secuencia de nucleótidos complementaria total o parcial a
la secuencia de nucleótidos codificante de un péptido de la invención, que se convierte en una herramienta útil para el
diagnóstico o identificación de forma específica de trazas biológicas de una especie de merluza.
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la separación, moni-
torización y determinación en la etapa d) comprende la utilización de una secuencia de nucleótidos complementaria
total o parcial a la secuencia de nucleótidos codificante de un péptido de la invención y que pertenece por ejemplo al
siguiente grupo: técnica de PCR, Northern y Southern blot.
Otro objeto de la invención lo constituye las secuencias de aminoácidos totales o parciales de todas las parvalbú-
minas descritas en la presente invención contenidas en la lista y fichero Secuencias de Parvalbúminas, junto con sus
posibles modificaciones posttraducionales, masa molecular relativa (Mr) y punto isoeléctrico (pI), y que se describen
a continuación como objetos particulares de la invención:
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A1 perteneciente aMerluccius merluccius (SEQ ID NO12) caracteriza-
da por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGSFKHGEFFTKIGLKGKSAADIKKVFGIIDQDKS
DFVEEDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVEEFAAMVKG (NAcetyl: Acetilación extre-
mo amino terminal) con unMr de 11330.75 Da y un pI de 4.49.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A2 perteneciente aMerluccius merluccius (SEQ ID NO13) caracteriza-
da por la secuencia (NAcetyl) AFAGILADADITAALAACKAEGSFKHGEFFTKIGLKGKSAADIKKVFGIIDQDKS
DFVEEDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVDEFAAMVKG con un Mr de 11316.74 Da y
un pI de 4.46.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente a Merluccius capensis (SEQ ID NO14) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGSFKHGEFFTKIGLKGKSAADIKKVFGIIDQDKSDF
VEEDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVEEFAAMVKG con un Mr de 11330.75 Da y un
pI de 4.49.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente aMerluccius senegalensis (SEQ ID NO15) caracteriza-
da por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGSFKHGEFFTKIGLKGKSAADIKKVFGIIDQDKS
DFVEEDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVEEFAAMVKG con un Mr de 11330.75 Da y
un pI de 4.49.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente aMerluccius polli (SEQ ID NO16) caracterizada por la
secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGTFKHGEFFTKIGLKGKSAADIKKVFGIIDQDKSDFVEE
DELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVDEFAAMVKG con un Mr de 11331.75 Da y un pI
de 4.46.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente aMerluccius paradoxus (SEQ ID NO17) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGTFKHGEFFTKIGLKGKSPADIKKVFGIIDQDKSDF
VEEDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVDEFAAMVKG con un Mr de 11356.77 Da y un
pI de 4.46.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente aMerluccius hubbsi (SEQ ID NO18) caracterizada por
la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGTFKHGEFFTKIGLKGKSAADIKKVFGIIDQDKSDFVE
EDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVDEFAAMVKG con un Mr de 11331.75 Da y un pI
de 4.46.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente aMerluccius gayi (SEQ ID NO19) caracterizada por la
secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGTFKHGEFFTKIGLKGKSAADIKKVFGIIDQDKSDFVEE
DELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVDEFAAMVKG con un Mr de 11331.75 Da y un pI
de 4.46.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente a Merluccius australis polylepsis (SEQ ID NO20)
caracterizada por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGTFTHGEFFTKIGLKGKSAADIKKVF
GIIDQDKSDFVEEDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVDEFAAMVKG con un Mr de
11307.70 Da y un pI de 4.35.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A1 perteneciente a Merluccius australis australis (SEQ ID NO21)
caracterizada por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGTFTHVEFFTKIGLKGKSAADIKKVF
GIIDQDKSDFVEEDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVDEFAAMVKG con un Mr de
11273.73 Da y un pI de 4.42.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A2 perteneciente a Merluccius australis australis (SEQ ID NO22) ca-
racterizada por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGTFTHGEFFTKIGLKGKSAADIKKV
FGIIDQDKSDFVEEDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVDEFAAMVKG con un Mr de
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- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente a Merluccius productus (SEQ ID NO23) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADITAALAACKAEGTFKHGEFFTKIGLKGKSAADIKKVFGIIDQDKSDF
VEEDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVDEFTAMIKG con una Mr de 11374.78 Da y un
pI de 4.46.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente a Merluccius bilinearis (SEQ ID NO24) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADIAAALAACKAEGSFKHGEYFAKIGLKGKSAADIKKVFGIIDQDKSD
FVEEDELKLFLQNFSAGARALTDAETATFLKAGDSDGDGKIGVDEFAAMVKG con una Mr de 11272.71 Da y
un pI de 4.46.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente a Macruronus novaezelandie magellanicus (SEQ ID
NO25) caracterizada por la secuencia (NAcetyl)SFAGILDDADITAALAACKAEGSFKHVEFFAKIGLAGKSSAHV
KKVFAIIDQDKSDFVEEDELKLFLQVFSAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGKIGVDEFAQMIKG con unaMr
de 11452.84 Da y un pI de 4.59.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin A perteneciente aMacruronus novaezelandiae novaezelandiae (SEQ ID
NO26) caracterizada por la secuencia (NAcetyl)SFAGILDDADITAALAACKAEGSFKHVEFFAKIGLAGKSSAHV
KKVFAIIDQDKSDFVEEDELKLFLQVFSAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGKIGVDEFAQMIKG con unaMr
de 11452.84 Da y un pI de 4.59.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente aMerluccius merluccius (SEQ ID NO27) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFSGILAEADIAAALKACEAAGTFNYKAFFAKVGLTGKSADDIKKAFFVIDQDKSG
FIEEDELKLFLQVFSAGARALTDDETKAFLKAGDSDGDGAIGVEEWAALVKA con unaMr de 11380.79 Da y un
pI de 4.27.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente a Merluccius capensis (SEQ ID NO28) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFSGILAEADIAAALKACEAAGTFNYKAFFAKVGLTGKSADDIKKAFFVIDQDKSG
FIEEDELKLFLQVFSAGARALTDDETKAFLKAGDSDGDGAIGVEEWAALVKA con unaMr de 11380.79 Da y un
pI de 4.27.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente a Merluccius senegalensis (SEQ ID NO29) caracteri-
zada por la secuencia (NAcetyl)AFSGILAEADIAAALKACEAAGTFNYKAFFAKVGLTGKSADDIKKAFFVIDQD
KSGFIEEDELKLFLQVFSAGARALTDDETKAFLKAGDSDGDGAIGVEEWAALVKA con unaMr de 11380.79 Da
y un pI de 4.27.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente aMerluccius polli (SEQ ID NO30) caracterizada por la
secuencia (NAcetyl)AFSGILAEADIAAALKACEAAGTFNYKAFFAKVGLTGKSADDIKKAFFVIDQDKSGFIEE
DELKLFLQVFSAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGAIGVDEWAVLVKA con una Mr de 11350.81 Da y un pI
de 4.33.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente aMerluccius paradoxus (SEQ ID NO31) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFSGILAEADIAAALKACEAAGTFNYKAFFAKVGLTGKSADDIKKAFFVIDQDKSG
FIEEDELKLFLQVFSAGARALTDDETKAFLKAGDSDGDGAIGVDEWAALVKA con una Mr de 11366.77 Da y
un pI de 4.25.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente aMerluccius hubbsi (SEQ ID NO32) caracterizada por
la secuencia (NAcetyl)AFSGILAEADIAAALKACEAADSFNYKAFFAKVGLSAKSADDIKKAFFVIDQDKSGFI
EEDELKLFLQVFSAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGAIGVDEFAVLVKA con una Mr de 11355.79 Da y un
pI de 4.25.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente aMerluccius gayi (SEQ ID NO33) caracterizada por la
secuencia (NAcetyl)AFSGILAEADIAAALKACEAADSFNYKAFFAKVGLSAKSADDIKKAFFVIDQDKSGFIEE
DELKLFLQVFSAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGAIGVDEFAVLVKA con una Mr de 11355.79 Da y un pI
de 4.25.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente a Merluccius australis polylepsis (SEQ ID NO34) ca-
racterizada por la secuencia (NAcetyl)AFSGILAEADIAAALKACEAADSFNYKAFFAKVGLSAKSADDIKKAFF
VIDQDKSGFIEEDELKLFLQVFSAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGAIGVDEFAVLVKA con una Mr de
11355.79 Da y un pI de 4.25.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente a Merluccius australis australis (SEQ ID NO35) ca-
racterizada por la secuencia (NAcetyl)AFSGILAEADIAAALKACEAADSFNYKAFFAKVGLSAKSADDIKKAFF
VIDQDKSGFIEEDELKLFLQVFSAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGAIGVDEFAVLVKA con una Mr de
11355.79 Da y un pI de 4.25.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente a Merluccius productus (SEQ ID NO36) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFSGILAEADIAAALKACAAADTFNYKAFFAKVGLSAKSADDIKKAFFVIDQDKSG
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- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente a Merluccius bilinearis (SEQ ID NO37) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFSGILADADIAAALKACEAADSFNYKAFFAKVGLSAKSAEDIKKAFFVIDQDKSG
FIEEDELKLFLQVFSAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGAIGVDEFAVLVKA con una Mr de 11355.79 Da y un
pI de 4.25.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente a Macruronus novaezelandiae magellanicus (SEQ ID
NO38) caracterizada por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADCAAALKACEAADSFNYKAFFAKVGLASK
SAEEIKKAFFVIDQDKSGFIEEDELKLFLQNFVAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGAIGVDEFAALVKA con
una Mr de 11342.72 Da y un pI de 4.27.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin B perteneciente aMacruronus novaezelandiae novaezelandiae (SEQ ID
NO39) caracterizada por la secuencia (NAcetyl)AFAGILADADCAAALKACEAADSFNYKAFFAKVGLASK
SAEEIKKAFFVIDQDKSGFIEEDELKLFLQNFVAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGAIGVDEFAALVKA con
una Mr de 11342.72 Da y un pI de 4.27.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente aMerluccius merluccius (SEQ ID NO40) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADIKAAILAGCAAAESFNYKTFFKXXXXXXXXXXXXXFFAIIDQDH
SGFIEEEELKLFLQTFSAGARALSDAETKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX (X: aminoácido sin iden-
tificar).
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente a Merluccius capensis (SEQ ID NO41) caracteriza-
da por la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADIKAALAGCAAAESFNYKTFFKXXXXXXXXXXXXXXFFAIIDQ
DHSGFIEEEELKXXXXXXXXXXXALSDAETKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente a Merluccius senegalensis (SEQ ID NO42) caracteri-
zada por la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADLKAALAGCAAAESFNYKTFFKXXXXXXXXXXXXXXFFAIID
QDHSGFIEEEELKXXXXXXXXXXXALSDAETKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente a Merluccius polli (SEQ ID NO43) caracterizada por
la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADIKAALAGCAAAESFNYKTFFKXXXXXXXXXXXXXXFFAIIDQDHSG-
FIEEEELKLFLQTFSAGARALSDAETKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente aMerluccius paradoxus (SEQ ID NO44) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADIKAALAGCAAAESFNYKTFFKACGLAGKXXXXXXXFFAIIDQDH
SGFIEEDELKLFLQTFSAGARALSDAETKXXXXXXDVDGDGMIGVDEFVALVKA.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente a Merluccius hubbsi (SEQ ID NO45) caracteriza-
da por la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADIKAALAGCAAADSFNYKTFFKACGLXXXSPEEVKKFFAIIDQDH
SGFIEEEELKLFLQTFSAGARALSDAETAXXXXXXXXXXXXXXXXXXXVALVKA.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente a Merluccius gayi (SEQ ID NO46) caracterizada por
la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADIKAALAGCAAADSFNYKTFFKXXXXXXXXXXXXXXFFAIIDQDHSGF
IEEEELKLFLQTFSAGARALSDAETKAFLAAGDSDGDGKIGXXXFVALVKA.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente a Merluccius australis polylepsis (SEQ ID NO47)
caracterizada por la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADIKAALAGCAAADSFNYKTFFKXXXXXXXSPEEVKK
FFAIIDQDHSGFIEEEELKLFLQTFSAGARALSDAETKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente a Merluccius australis australis (SEQ ID NO48) ca-
racterizada por la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADIKAALAGCAAADSFNYKTFFKXXXXXXXXXXXXXXF
FAIIDQDHSGFIEEEELKLFLQTFSAGARALSDAETKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente a Merluccius productus (SEQ ID NO49) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADIKAALAGCAAADSFNYKTFFKXXXXXXXSPEEVKKFFAIIDQDHS
GFIEEEELKLFLQTFSAGARALSDAETKXXXXXXXXXXXXXIGVDEFTAMIKX.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente a Merluccius bilinearis (SEQ ID NO50) caracterizada
por la secuencia (NAcetyl)AFAGVLADADIKAALAGCAAADSFNYKTFFKACGLXXXXXXXXXXFFAIIDQDH
SGFIEEEELKLFLQTFSAGARALSDAETKTFLAAGDVDGDGMIGVDEFAAXXXX.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C Macruronus novaezelandiae magellanicus (SEQ ID NO51) caracte-
rizada por la secuencia XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTFFKXXXXXXXSNDDVKKAFFVIDQDK
SGFIEEDELKLFLQNFSAGARALTAGETKTFLAAGDSDGDGMIGVDEFQALVKA.
- Secuencia denominada beta Parvalbumin C perteneciente aMacruronus novaezelandiae novaezelandiae (SEQ ID
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Así, otro objeto de la invención lo constituye el uso de las secuencias totales o parciales de las parvalbúminas
descritas en la invención (SEQ ID NO12 a la SEQ ID NO52) para la generación y fabricación de anticuerpos. Y de la
misma manera, otro objeto de la invención lo constituye dicho anticuerpo.
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la separación, mo-
nitorización y determinación en la etapa d) comprende la utilización de un anticuerpo específico que reconozca las
secuencias totales o parciales de parvalbúminas de la invención (SEQ ID NO12 a la SEQ ID NO52).
Así, otro objeto de la invención lo constituye una secuencia de nucleótidos codificante de las secuencias totales o
parciales de parvalbúminas de la invención (SEQ ID NO12 a la SEQ ID NO52). Esta secuencia puede ser utilizada
para la síntesis de su secuencia complementaria que actuaría como una sonda en procedimientos de hibridación.
Por otro lado, constituye otro objeto de la invención una secuencia de nucleótidos complementaria total o parcial
a la secuencia de nucleótidos codificante de una secuencia total o parcial de parvalbúminas de la invención, que se
convierte en una herramienta útil para el diagnóstico o identificación de forma específica de trazas biológicas de una
especie de merluza.
Otro objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de la invención donde la separación, monito-
rización y determinación en la etapa d) comprende la utilización de una secuencia de nucleótidos complementaria total
o parcial a la secuencia de nucleótidos codificante de las secuencias de parvalbúminas de la invención y que pertenece
por ejemplo al siguiente grupo: técnica de PCR, Northern y Southern blot.
Tal como se ha demostrado en los ejemplos de la invención el procedimiento de la invención puede aplicarse a
muestras que proceden de un producto alimentario fresco, congelado, congelado y/o procesado y/o precocinado o
elaborado.
Finalmente, otro objeto de la invención lo constituye el uso del procedimiento de la invención para la determinación
de la presencia de trazas de merluza en cualquier producto alimentario.
Descripción de las figuras
Figura 1.- Capturas globales para especies pertenecientes a la familia Merlucciidae en el 2004 (FIGIS, FAO).
Figura 2.- Esquema general del procedimiento de la invención.
Figura 3.- Resultado de la monitorización de los péptidos específicos del ejemplo de realización 2. A) Cromato-
gramas para identificar el género. B) Cromatogramas para identificar el origen geográfico. C) Cromatogramas para la
determinación de la especie.
Figura 4.- Resultado de la monitorización de los péptidos específicos del ejemplo de realización 3. A) Cromato-
gramas para identificar el género. B) Cromatogramas para identificar el origen geográfico. C) Cromatogramas para la
determinación de la especie.
Figura 5.- Resultado de la monitorización de los péptidos específicos del ejemplo de realización 4. Cromatograma
para la identificación de género.
Figura 6.- Resultado de la monitorización de los péptidos específicos del ejemplo de realización 5. A) Croma-
togramas para la identificación de género. B) Cromatogramas para la identificación de procedencia geográfica. C)
Cromatogramas para la identificación de la especie en la mezcla.
Figura 7.- Espectros de fragmentación de los iones doblemente cargados para los distintos péptidos de la inven-
ción. A) Espectro de fragmentación del péptido G-MER517 (SEQ ID NO1). B) Espectro de fragmentación del péptido
G-MAC524 (SEQ ID NO2). C) Espectro de fragmentación del péptido S-MER967 (SEQ ID NO3). D) Espectro de
fragmentación del péptido S-MER794 (SEQ ID NO4). E) Espectro de fragmentación del péptido S-MER612 (SEQ
ID NO5). F) Espectro de fragmentación del péptido S-MER736 (SEQ ID NO6). G) Espectro de fragmentación del
péptido S-MER721 (SEQ ID NO7). H) Espectro de fragmentación del péptido S-MER590 (SEQ ID NO8). I) Espectro
de fragmentación del péptido S-MER597 (SEQ ID NO9). J) Espectro de fragmentación del péptido S-MER973 (SEQ
ID NO10). K) Espectro de fragmentación del péptido S-MER987 (SEQ ID NO11).
Ejemplos de realización
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Ejemplo 1
Procedimiento general para la identificación de las distintas especies de la Familia Merlucciidae
Con el objeto de identificar el patrón de péptidos específicos de cada una de las principales especies pertenecientes
a la Familia Merlucciidae, se procedió tal y como se describe en los siguientes apartados.
Todas las soluciones y el material empleado para el tratamiento de la muestra deben estar libres de proteínas
contaminantes. Se requiere desde el inicio: i) una manipulación cuidadosa; ii) instrumental libre de proteínas y con
baja capacidad de adsorción proteica, y iii) reactivos de calidad extra (grado HPLC).
1.- Extracción de las proteínas sarcoplásmicas
Se puede utilizar dos tipos de agentes de extracción: agua MilliQ o un tampón Tris-HCl 10 mM (pH 7,2), con
PMFS (fluoruro de fenil-metil-sulfonilo) 5 mM (este último de manera opcional).
La extracción de las proteínas sarcoplásmicas de cada especie se realizó a partir de la homogenización de 5 g de
músculo blanco. Los trozos de tejido, previamente triturados con una espátula y un bisturí, se introdujeron en tubos de
ensayo individuales de 25 mL, a los que se les añadió 10 mL del tampón de extracción Tris-HCl 10 mM, pH 7,2 con 5
mM de PMFS. La muestra se homogenizó con un Ultra-Turrax (IKA-Werke, Staufen, Alemania), durante 2 ciclos de
aproximadamente 30-40 s. Posteriormente, el homogenizado fue centrifugado a 40.000 x g 10 min a fin de precipitar
cualquier contaminante (J221-M centrifugue: Beckman, 16 Palo Alto, CA, USA) y finalmente el sobrenadante conte-
niendo las proteínas sarcoplásmicas fue transferido a un tubo nuevo. El tiempo estimado de realización de esta etapa
es de unos 20 minutos).
2.- Purificación de las parvalbúminas
A continuación 1 mL de cada uno de los extractos de proteínas sarcoplásmicas fue calentado en un baño de agua
a 70ºC durante 5 min. Como resultado de este tratamiento precipitaron todas las proteínas excepto aquellas que son
termoestables, es decir, las parvalbúminas. Seguidamente los viales fueron centrifugados a 40.000 x g 10 min, y el
sobrenadante contiendo las parvalbúminas fue recogido a un nuevo vial. La concentración de proteína fue cuantificada
mediante el método del ácido bicinconínico (BCA) (Smith y col, 1985). El tiempo estimado de esta etapa es de unos
25 minutos.
3.- Digestión de las parvalbúminas con tripsina
Unos 20 µg del extracto de parvalbúminas de cada una de las muestras fueron digeridos enzimáticamente con
tripsina (Promega, Madison, WI., Estados Unidos) en un volumen final de 30 µL, aplicando simultáneamente ultraso-
nidos de alta intensidad focalizados (López-Ferrer y col., 2005; Patente PORT no. 23848 INI). Se añadió un 1 µg de
tripsina (diluida en bicarbonato amónico 25 mM, a la muestra) y se introdujo la sonda de ultrasonidos (calibre de 1
mm; intensidad 50%, Dr Hielscher, Teltow, Alemania) durante 1 min. Se añadió 1 µg más de tripsina y se repitió la
aplicación de ultrasonidos durante 1 min más. El tiempo estimado de realización es de unos 2 minutos.
4.- Separación y monitorización de péptidos de las muestras mediante SIRM en un sistema LC-MS
Como etapa recomendable, pero opcional, los péptidos resultantes de la digestión fueron acidificados y purificados
a través de pequeñas columnas de fase reversa tipo ZipTip (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Del extracto
peptídico de cada una de las muestras 0,05 µg fueron separados en un sistema HPLC (Surveyor-LC System, Termo-
Electron, San José, CA, USA), acoplado a un espectrómetro de masas con una fuente de ionización electrospray y con
una trampa iónica lineal como analizador (LTQ-MS Thermo-Finnigan, San José, CA, Estados Unidos). La separación
se realizó a través de una columna tipo fase reversa (0,18 mm x 150 mm) (Thermo Hypersil-Keystone, San José,
CA, Estados Unidos), a un flujo de 1,5-2 µL/min. Los péptidos fueron eluidos en un gradiente corto de 30 min del
5% al 60% de solvente B (Solvente A: 0,5% ácido acético. Solvente B: 0,5% ácido acético, 80% acetonitrilo). A
medida que los péptidos iban eluyendo, el espectrómetro de masas configurado en modo SIRM realizó una continua
monitorización de la fragmentación de los iones doblemente cargados de los 11 péptidos específicos recogidos en la
Tabla 2. El tiempo estimado de realización es de 60 minutos.
A partir de la fragmentación de los 11 péptidos o iones seleccionados, contenidos en la Tabla 2, y enumerados en
la lista y fichero de Péptidos Específicos, permitió de forma escalonada discriminar si en una muestra de un alimento
existen trazas de merluza, si ésta pertenece a uno u otro género, la procedencia geográfica y la determinación de la
especie o subespecie concreta: G-MER517 (SEQ ID NO1); G-MAC524 (SEQ ID NO2), S-MER967 (SEQ ID NO3),
S-MER794 (SEQ ID NO4), S-MER612 (SEQ ID NO5), S-MER736 (SEQ ID NO6), S-MER721 (SEQ ID NO7), S-
MER590 (SEQ ID NO8), S-MER597 (SEQ ID NO9), S-MER973 (SEQ ID NO10) y S-MER987 (SEQ ID NO11).
Todos estos péptidos aislados están comprendidos en las distintas secuencias de parvalbúmina β de cada una de las
especies de merluza y no se encuentran como tales en la naturaleza. A continuación se describen algunas relaciones
de los péptidos seleccionados con las secuencias descritas en la literatura:
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- El péptido G-MAC524 (SEQ ID NO2) está comprendido en la secuencia de la proteína MGC80184 de los sapos
(Xenopus laveis y Xenopus tropicales).
- El péptido S-MER590 (SEQ ID NO8) está comprendido en la secuencia de las parvalbúminas β del jurel japonés
-Trachurus japonicus- y del abadejo de Alaska -Theragra chalcogramma).
- El péptido S-MER597 (SEQ ID NO9) está comprendido en la secuencia de la parvalbúmina β de la merluza
Merluccius merluccius.
- El péptido S-MER973 (SEQ ID NO10) está comprendido en la secuencia de la parvalbúmina β de la merluza
Merluccius bilinearis, aunque en la presente invención no se ha encontrado en Merluccius bilinearis, por lo que se
considera por los inventores un error en la base de datos.
- El péptido S-MER987 (SEQ ID NO11) está comprendido en la secuencia de la parvalbúmina β del bacalaoGadus
morhua.
Estos péptidos específicos se seleccionaron teniendo en cuenta la especificidad de los mismos, en comparación con
las secuencias de proteínas disponibles en las bases de datos (Swiss-Prot, UNIPROT). Los espectros de fragmentación
para cada uno de los péptidos específicos se muestran en la Figura 7.
Los siguientes ejemplos permiten ilustrar casos en los que la utilización del mencionado procedimiento permite un
mayor control de productos de la cadena alimentaria.
Ejemplo 2
Utilización del procedimiento de invención para el control de fraude en importaciones
Se plantea el problema de identificar el origen geográfico y la especie de merluza de una partida de colas de
merluzas congeladas, provenientes del mismo caladero (Caladero de Namibia) e importadas a España para el consumo
humano como una partida de colas de merluza del Cabo. Para la descripción completa del procedimiento véase etapas
consecutivas (1-4) del Ejemplo 1.
A medida que los péptidos obtenidos de esta muestra iban eluyendo, el espectrómetro de masas configurado en
modo SIRM realizó una constante monitorización de la fragmentación de los iones doblemente cargados de los 11
péptidos específicos contenidos en la Tabla 2 y enumerados en la lista y fichero de Péptidos Específicos.
A continuación se llevó a cabo, como etapa 5, un procedimiento escalonado para la identificación de cada especie
en particular, iniciando la discriminación de la existencia de merluza o no en la muestra, la determinación del género
de la merluza si esta existiese en la muestra, la procedencia geográfica y finalmente la determinación particular de la
especie concreta.
5.- Identificación de las especies capturadas
A partir de la fragmentación de los péptidos o iones seleccionados se realizó la identificación de la especie de las
cuatro muestras de trabajo en dos etapas consecutivas:
5.1.- Determinación de la presencia/ausencia en la muestra del género Merluccius o del género Macruronus
En esta primera etapa se comprobó la presencia o ausencia para cada uno de las muestras de un primer grupo de 2
péptidos específicosMerluccius, G-MER517 (SEQ ID NO1);Macruronus, G-MER524 (SEQ ID NO2).
Como cabría esperar por el origen de la captura, todos los especímenes resultaron pertenecer al géneroMerluccius
(Figura 3A).
5.2.- Identificación de la especie de merluza presente en la muestra
Se procedió a la identificación específica de la especie. En una primera aproximación la ausencia del péptido S-
MER967 (SEQ ID NO3) permitió confirmar que se trataba merluzas euro-africanas (Figura 3B).
Finalmente la combinación de una serie de péptidos específicos recogidos en la Tabla 2 determinó inequívoca-
mente las especies (Figura 3C). Así, como resultado del estudio las tres primeras muestran fueron identificadas como
Merluccius paradoxus (denominada como merluza del Cabo de altura) y la última, la Muestra 4, como Merluccius
capensis o Merluccius senegalensis (denominadas como merluza del Cabo y merluza de Senegal, respectivamente).
Atendiendo a la localización geográfica del caladero indicada en la etiqueta (Caladero de Namibia), la posibilidad de
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De esta forma los organismos oficiales encargados del control de importaciones habrían verificado que existe mez-
cla de especies en esta partida comercial. Se han importado merluzas de una zona donde se solapan geográficamente
en la misma pesquería dos especies distintas.
Ejemplo 3
Utilización del procedimiento de la invención para la autentificación de un producto final procesado
Se plantea el problema de identificar un lote de 4 muestras congeladas etiquetadas como “rodajas de merluza
austral”.
Se procedió a la descongelación de 4 rodajas de merluza de cada uno de los diferentes lotes. A continuación, se
homogenizó de 5 g del músculo con 10 mL de Tris-HCl, pH 7,2 y 5 mM de PMFS. Para la descripción completa del
procedimiento véase etapas consecutivas (1-4) del Ejemplo 1.
5.- Identificación de las especies capturadas
5.1.- Determinación de la presencia en la muestra del género Merluccius o del género Macruronus
Para cada una de las muestras se comprobó la presencia o ausencia de un primer grupo de 2 péptidos específicos,
uno de ellos para el género Merluccius G-MER517 (SEQ ID NO1) y otro para el género Macruronus G-MER524
(SEQ ID NO2).
El resultado obtenido muestra que en todas las muestras existen especímenes pertenecientes al género Merluccius
spp. (Figura 4A).
5.2.- Identificación de la especie de merluza presente en la muestra
Una vez identificadas las muestras como merluzas, se procedió a la determinación del origen geográfico. La pre-
sencia del péptido S-MER967 (SEQ ID NO3) en todas las muestras confirmó que se trataba de merluzas americanas
(Figura 4B).
Posteriormente, la combinación de una serie de péptidos recogidos en la Tabla 2 permitió la determinación de espe-
cie (Figura 4c). Todas las muestras fueron identificadas comoMerluccius australis (merluza austral), y correspondían
a la población de la PatagoniaMerluccius australis polylepsis por la ausencia del péptido S-MER721 (SEQ ID NO7).
Como resultado las autoridades competentes habrían verificado el correcto etiquetado del producto.
Ejemplo 4
Utilización del procedimiento de la invención para el control de fraude al consumidor
Se plantea el problema de determinar la especie de merluza en un producto precocinado, elaborado y congelado
con la etiqueta “merluza con jamón y queso”.
Al tratarse de un producto elaborado y precocinado, se procedió a eliminar el rebozado de la muestra antes de
la homogenización del tejido. Una vez descongelado el producto se homogenizaron 5 g de tejido de cuatro muestras
diferentes como se describe en el procedimiento general o Ejemplo 1 (etapas 1-4).
5.- Identificación de las especies capturadas
5.1.- Determinación de la presencia en la muestra del género Merluccius o del género Macruronus
En esta primera etapa se comprobó la presencia o ausencia para cada uno de las muestras de un primer grupo de
dos péptidos específicos, uno de ellos para el género Merluccius G-MER517 (SEQ ID NO1) y otro para el género
Macruronus G-MER524 (SEQ ID NO2).
El resultado obtenido confirmó que en todas las muestras existían especímenes pertenecientes al género Macruro-
nus, y, por tanto, a la especieMacruronus novaezelandiae (Figura 5).
Las autoridades de control alimentario podrían afirmar que existía un fraude en el etiquetado de este producto.
Debería indicarse el nombre de la especie utilizada o el nombre común conocido para el género Macruronus como
“merluza de cola”; nunca la denominación general de merluza. Este hecho podría resultar en una sanción a la empresa
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Ejemplo 5
Utilización del procedimiento de la invención para la identificación de mezcla de especies
Se planteó la posibilidad de utilizar esta técnica para la discriminación de mezclas de especies. Se realizó un “test
ciego”: una persona se encargaría de realizar la homogenización de músculos de diferentes especies a partes iguales,
sin indicar al operario responsable de la identificación ni el número ni las especies utilizadas en dicha mezcla.
Para preparar la mezcla de estudio, se procedió a la homogenización en partes iguales de músculo de distinto núme-
ro y especies de la Familia Merlucciidae. De esta mezcla se tomaron 5 g de tejido para continuar con el procedimiento
de extracción y separación ya descrito en el Ejemplo 1 (etapas 1-4).
5.- Identificación de las especies capturadas
5.1. Determinación de la presencia en la muestra del género Merluccius o del género Macruronus
Se comprobó la presencia o ausencia del primer grupo de péptidos específicos de género, uno de ellos para el
géneroMerluccius G-MER517 (SEQ ID NO1) y otro para el género Macruronus G-MER524 (SEQ ID NO2).
El resultado obtenido reveló que en la muestra existe una mezcla de especímenes pertenecientes a ambos géneros
(Figura 6A).
5.2.- Determinación de la especie
Una vez identificada en la muestra la mezcla de géneros, se determinó la procedencia geográfica de las merluzas. La
presencia del péptido S-MER967 (SEQ ID NO3) (Figura 6B) indicó que en la mezcla existía/n merluza/s americana/s.
La combinación de la serie de péptidos recogidos en la Tabla 2 determinó inequívocamente que las especies de
merluzas de la mezcla eranM. capensis o M. senegalensis y M. bilinearis (Figura 6C).
Por tanto la mezcla de especies conteníaMacruronus novaezelandiae,M. capensis oM. senegalensis yM. bilinea-
ris.
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TABLA 2
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la identificación de organismos pertenecientes a la Familia Merlucciidae que comprende:
a) extraer las proteínas sarcoplásmicas del músculo blanco de una muestra de un producto,
b) purificar las proteínas sarcoplásmicas termoestables (parvalbúminas) obtenidas en la etapa (a),
c) digerir las parvalbúminas de la etapa (b) con tripsina de cualquier origen,
d) determinar la presencia o ausencia de los péptidos G-MER517 (SEQ ID NO1), G-MAC524 (SEQ ID
NO2), S-MER967 (SEQ ID NO3), S-MER794 (SEQ ID NO4), S-MER612 (SEQ ID NO5), S-MER736
(SEQ ID NO6), S-MER721 (SEQ ID NO7), S-MER590 (SEQ ID NO8), S-MER597 (SEQ ID NO9), S-
MER973 (SEQ ID NO10) y S-MER987 (SEQ ID NO11), y
e) determinar la presencia o ausencia del organismo perteneciente a la Familia Merlucciidae mediante los
datos obtenidos en la etapa (d) y, en el caso de determinar su presencia, proceder a su identificación.
2. Procedimiento según la reivindicación 1, donde la presencia de G-MER517 (SEQ ID NO1) en la muestra indica
la presencia de un organismo del género Merluccius spp.
3. Procedimiento según la reivindicación 1, donde la presencia de G-MAC524 (SEQ ID NO2) indica la presencia
de un organismo de la especieMacruronus novaezelandiae.
4. Procedimiento según la reivindicación 2, donde la presencia de S-MER967 (SEQ ID NO3) en la muestra indica
la presencia de al menos una especie de merluza americana M. hubbsi, M. gayi, M. australis, M. productus o M.
bilinearis.
5. Procedimiento según la reivindicación 4, donde además la presencia de S-MER794 (SEQ ID NO4) en la muestra
indica la presencia de la especie M. bilinearis.
6. Procedimiento según la reivindicación 4, donde además la presencia de S-MER612 (SEQ ID NO5) en la muestra
indica la presencia de la especie M. productus.
7. Procedimiento según la reivindicación 4, donde además la presencia de S-MER736 (SEQ ID NO6) y la ausencia
de S-MER271 (SEQ ID NO7) en la muestra indica la presencia de la especieM. australis polylepsis.
8. Procedimiento según la reivindicación 4, donde además la presencia de S-MER736 (SEQ ID NO6) y S-MER721
(SEQ ID NO7) en la muestra indica la presencia de la especieM. australis australis.
9. Procedimiento según la reivindicación 4, donde además la presencia en la muestra de S-MER590 (SEQ ID NO8)
y la ausencia de los péptidos S-MER794 (SEQ ID NO4), S-MER612 (SEQ ID NO5), S-MER736 (SEQ ID NO6) y S-
MER721 (SEQ ID NO7) indica la presencia de la especieM. hubbsi o M. gayi.
10. Procedimiento según la reivindicación 2, donde la ausencia de S-MER967 (SEQ ID NO3) en la muestra indica
la presencia de al menos una especie de merluza euro-africana M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis, M. polli
o M. paradoxus.
11. Procedimiento según la reivindicación 10, donde además la presencia de S-MER590 (SEQ ID NO8) y S-
MER597 (SEQ ID NO9) en la muestra indica la presencia de la especieM. merluccius.
12. Procedimiento según la reivindicación 10, donde además la presencia en la muestra de S-MER597 (SEQ
ID NO9) y la ausencia de S-MER590 (SEQ ID NO8) muestra indica la presencia de la especie M. capensis o M.
senegalensis.
13. Procedimiento según la reivindicación 10, donde además la presencia de S-MER973 (SEQ ID NO10) en la
muestra indica la presencia de la especie M. paradoxus.
14. Procedimiento según la reivindicación 10, donde además la presencia en la muestra de S-MER987 (SEQ ID
NO11) y la ausencia de S-MER597 (SEQ ID NO9) indica la presencia de la especieM. polli.
15. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, donde la etapa de purificación (b) se realiza
calentando la muestra a 70ºC durante 5 min, y centrifugando posteriormente a 40.000 x g 10 min.
16. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, donde la etapa (c) de digestión se lleva a cabo
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17. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, donde la determinación de la presencia o
ausencia de los péptidos según la etapa (d) se realiza mediante un espectrómetro de masas.
18. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde la determinación de la presencia o
ausencia de los péptidos según la etapa (d) se realiza mediante cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un
espectrómetro de masas.
19. Procedimiento según la reivindicación 1 a 18, donde el espectrómetro de masas trabaja en cualquiera de los
siguientes modos Data Dependent, SIM (selected ion monitoring), SIRM (selected ion reaction monitoring) y SRM
(selected reaction monitoring).
20. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, donde la muestra procede de un producto
alimentario fresco o congelado.
21. Procedimiento según la reivindicación 20, donde el producto alimentario está procesado, precocinado o elabo-
rado.
22. Péptido SEQ ID NO1 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a la
21.
23. Péptido SEQ ID NO2 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a la
21.
24. Péptido SEQ ID NO3 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a la
21.
25. Péptido SEQ ID NO4 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a la
21.
26. Péptido SEQ ID NO5 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a la
21.
27. Péptido SEQ ID NO6 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a la
21.
28. Péptido SEQ ID NO7 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a la
21.
29. Péptido SEQ ID NO8 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a la
21.
30. Péptido SEQ ID NO9 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a la
21.
31. Péptido SEQ ID NO10 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a
la 21.
32. Péptido SEQ ID NO11 obtenido por el procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 y de la 15 a
la 21.
33. Uso de al menos un péptido según cualquiera de las reivindicaciones 22 a 32 para la generación de anticuerpos.
34. Anticuerpo específico de un péptido según cualquiera de las reivindicaciones 22 a 32.
35. Secuencia de nucleótidos que codifica para un péptido según cualquiera de las reivindicaciones 22 a 32.
36. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y 20 ó 21, donde para determinar la presencia o
ausencia de los péptidos según la etapa (d) se utiliza el anticuerpo según la reivindicación 34.
37. Procedimiento para la identificación de organismos pertenecientes a la Familia Merlucciidae que comprende:
a) extraer el ADN del músculo blanco de una muestra de producto,
b) determinar la presencia o ausencia de la secuencia de nucleótidos que codifica para los péptidos G-
MER517 (SEQ ID NO1), G-MAC524 (SEQ ID NO2), S-MER967 (SEQ ID NO3), S-MER794 (SEQ ID
NO4), S-MER612 (SEQ ID NO5), S-MER736 (SEQ ID NO6), S-MER721 (SEQ ID NO7), S-MER590
(SEQ ID NO8), S-MER597 (SEQ ID NO9), S-MER973 (SEQ ID NO10) y S-MER987 (SEQ ID NO11)
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c) determinar la presencia o ausencia del organismo perteneciente a la Familia Merlucciidae mediante los
datos obtenidos en la etapa (b) y, en el caso de determinar su presencia, proceder a su identificación.
38. Procedimiento según la reivindicación 37, donde la determinación de la presencia o ausencia de la secuencia
de nucleótidos según la etapa (b) se lleva a cabo por medio de amplificación de dicha secuencia por PCR.
39. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 37 ó 38, donde la muestra procede de un producto
alimentario fresco o congelado.
40. Procedimiento según la reivindicación 39, donde el producto alimentario está procesado, precocinado o elabo-
rado.
21
ES 2 336 862 B1
22
ES 2 336 862 B1
23
ES 2 336 862 B1
24
ES 2 336 862 B1
25
ES 2 336 862 B1
26
ES 2 336 862 B1
27
ES 2 336 862 B1
28














ES 2 336 862 B1
LISTA DE SECUENCIAS
<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTÍFICAS
<120> PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACIÓN DE LAS ESPECIES COMERCIALES DE LA FAMILIA
MERLUCCIIDAE, ELEMENTOS NECESARIOS Y APLICACIONES
<130> PEPT
<160> 52
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D01 divulga un método de diferenciación de especies de merluza, mediante el análisis con espectroscopía de masas MALDI-
TOF de los péptidos obtenidos tras la digestión de las parvalbúminas con tripsina.
En D02 se realiza un estudio de los patrones electroforéticos de las proteínas sarcoplásmicas de Merluccius merluccius, M.
australis, M. hubbsi, M. gayi y M. capensis. Tras la electroforesis bidimensional, se considera que hay dos grupos electroforéti-
cos diferenciadores de especie, uno de pI de 5-5,5 y otro correspondiente a las parvalbúminas. Se extrajeron las proteínas del
gel y tras digestión con tripsina, se estudiaron mediante HPLC y espectrometría de masas MALDI-TOF. Sin embargo, a la hora
de poder distinguir estas especies, resultó más informativa la fracción de pI 5-5,5.
D03 presenta una secuencia de una parvalbúmina de M. merluccius, con un 100% de identidad con la SEQ. ID. NO.1 (propia
del género Merluccius) y la SEQ. ID. NO. 9 (propia de M. merluccius, M. senegalensis y M. capensis).
En D04 se divulga una secuencia de una parvalbúmina de M. bilinearis; sin embargo, tiene un 100% de identidad con la SEQ.
ID. NO 10 (específica de M. paradoxus) y solo un 90% de identidad con la SEQ. ID. NO. 3 (propia de Merluccius de origen
americano, como por ejemplo M. bilinearis).
En D05 se anticipa la secuencia de una parvalbúmina de bacalao (Gadus morhua) que presenta un 100% de identidad con la
SEQ. ID. NO. 11.
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración
La presente solicitud tiene por objeto, un procedimiento para la identificación de organismos de la Familia Merlucciidae en
alimentos frescos, congelados, procesados o precocinados que comprende:
a) extraer las proteínas sarcoplásmicas
b) purificar las parvalbúminas
c) digerir las parvalbúminas con tripsina
d) determinar la presencia o ausencia de los péptidos de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 11.
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El péptido de SEQ. ID. NO. 1 es determinante para comprobar que el organismo pertenece al género Merluccius; el de SEQ.
ID. NO. 2 permite la diferenciación de Macruronus novaezelandiae; la presencia de SEQ. ID. NO. 3 indica que es un organismo
del género Merluccius de origen americano y su ausencia que es una merluza euro-africana. El resto de los péptidos, permiten
la diferenciación de M. bilinearis, M. productus, M. australis polylepsis, M. australis australis, M. hubbsi o M. gayi, M. merluccius,
M. capensis o M. senegalensis, M. paradoxus y M. polli (reivindicaciones de la 1 a la 21). Así mismo son objeto de la invención
los péptidos de SEQ. ID. NO. 1 a SEQ. ID. NO. 11 y las secuencias de nucleótidos que los codifican (reivindicaciones de la 22 a
la 32 y 35), el uso de los mismos en la generación de anticuerpos (reivindicación 33), y los propios anticuerpos (reivindicación
34), que se pueden utilizar en el procedimiento (reivindicación 36). Dicho procedimiento se puede realizar también mediante el
análisis de la presencia o ausencia del ADN que codifica las secuencias peptídicas de la invención (reivindicaciones de la 37 a
la 40).
1. NOVEDAD (Art. 29.6 Ley 11/1986)
1.1. REIVINDICACIONES 22, 30, 31 Y 33
El objeto de la presente solicitud, de acuerdo con las reivindicaciones 22, 30 y 31, es un péptido de secuencia SEQ. ID. NO. 1,
9 ó 10 respectivamente, así como el uso de los mismos para generar anticuerpos (reivindicación 33).
D01 divulga una serie de péptidos, entre los cuales los de 1034.50 Da, 1193.50 Da y 1945.26 Da tienen respectivamente
un 100% de identidad con las secuencias SEQ ID. NO. 1, 9 y 10 de la solicitud. Además indica su utilidad en la formación
de anticuerpos monoclonales. Por lo tanto, el objeto de la invención recogido en estas reivindicaciones ha sido divulgado
idénticamente en D01.
Como consecuencia, las reivindicaciones 22, 30, 31 y 33 no cumplen el requisito de novedad.
1.2. REIVINDICACIONES DE LA 1 A LA 21, DE LA 23 A LA 29, 32 Y DE LA 34 A LA 40
Las reivindicaciones de la 1 a la 21, de la 23 a la 29, 32 y de la 34 a la 40, son nuevas.
2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 29.7 Ley 11/1986)
2.1. REIVINDICACIONES DE LA 1 A LA 21 Y 36
La solicitud tiene por objeto un procedimiento para identificar organismos de la Familia Merlucciidae que comprende: extraer las
proteínas sarcoplásmicas; purificar del extracto las parvalbúminas mediante su calentamiento a 70o C y posterior centrifugación;
digerir las parvalbúminas con tripsina y ultrasonidos; y determinar la presencia o ausencia de los péptidos de SEQ. ID. NO. 1
a 11 mediante HPLC acoplada al espectrómetro de masas o mediante anticuerpos específicos (reivindicaciones 1, 15-21, 36).
El péptido de secuencia SEQ. ID. NO. 1 es determinante para comprobar que el organismo pertenece al género Merluccius
(reivindicación 2); el de SEQ. ID. NO. 2 es específico de Macruronus novaezelandiae (reivindicación 3), la presencia de la SEQ.
ID. NO. 3 indica que es un organismo del género Merluccius de origen americano (reivindicación 4) y su ausencia de origen
euro-africano (reivindicación 10); la SEQ. ID. NO. 4 es específica de M. bilinearis (reivindicación 5); la SEQ. ID. NO. 5 es propia
de M. productus (reivindicación 6); la presencia de la SEQ. ID. NO. 6 y la ausencia de la SEQ. ID. NO. 7 es específica de M.
australis polylepsis (reivindicación 7); la presencia de las SEQ. ID. NO. 6 y 7 es propia de M. australis australis (reivindicación
8); la presencia de la SEQ. ID. NO. 8 y la ausencia de las SEQ. ID. NO. 4, 5, 6 y 7 es indicativa de M. hubbsi o M. gayi
(reivindicación 9); la presencia de las SEQ. ID. NO. 8 y 9 es específica de M. merluccius (reivindicación 11); la presencia de la
SEQ. ID. NO. 9 y la ausencia de la SEQ. ID. NO. 8 es indicativa de M. capensis o M. senegalensis (reivindicación 12); la SEQ.
ID. NO. 10 es propia de M. paradoxus (reivindicación 13); la presencia de la SEQ. ID. NO. 11 y la ausencia de la SEQ. ID. NO.
9 es específica de M. polli (reivindicación 14).
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D01 anticipa un método de diferenciación de especies de merluza, en concreto Ma. nov. nov y Ma. nov. magellanicus; M.
bilinearis; M. australis polylepsis; M. australis australis; M. productus; M. hubbsi o M. gayi; M. merluccius o M. capensis; M.
paradoxus; M. polli. Para ello, extrae las proteínas sarcoplásmicas, aísla las parvalbúminas mediante electroforesis bidimen-
sional, las digiere con tripsina y realiza un estudio de los péptidos específicos de especie mediante espectroscopía de masas
MALDI-TOF. De los péptidos que considera clave para la clasificación de las distintas especies, tan solo divulga la secuencia
de tres de ellos: el de 1034.50 Da presenta una 100% de identidad con la SEQ. ID. NO. 1 de la solicitud, además lo utiliza
para determinar que la muestra tiene pescado del género Merluccius (reivindicación 2); el de 1193.50 Da tiene un 100% de
identidad con la SEQ. ID. NO. 9, estando presente en M. merluccius o M. capensis (reivindicaciones 11 y 12); el de 1945.26
Da presenta un 100% de identidad con la SEQ. ID. NO. 10 y lo considera específico de M. paradoxus (reivindicación 13). Una
de las diferencias entre D01 y la solicitud, es que en D01 no se consigue distinguir M. merluccius de M. capensis, mientras que
la solicitud sí. Aunque la secuencia de los tres péptidos de D01 arriba indicados coincide con los de la solicitud y presentan
la misma especificidad, el que se desconozca la secuencia de los otros péptidos hace que resulte difícil la comparación entre
ambos procedimientos. De hecho, aunque parece obvia la secuenciación del resto de los péptidos de interés con el fin de poder
perfeccionar el procedimiento de diferenciación de estas especies, los resultados obtenidos no son obvios.
Así, en D04 se anticipa una secuencia de M. bilinearis que no concordaría con los resultados obtenidos en la solicitud: los
aminoácidos del 88 al 107 presentan un 100% de identidad con la SEQ. ID. NO 10 de la solicitud (específica de M. paradoxus)
y solo un 90% de identidad con la SEQ. ID. NO. 3 (propia de Merluccius de origen americano, como M. bilinearis), mientras
que los residuos del 1 al 16 tienen un 93,8% de identidad con la SEQ. ID. NO. 4 (específica de M. bilinearis).
Por otro lado, en D05 se divulga una secuencia de parvalbúmina de bacalao (Gadus morhua) que presenta un 100% de
identidad con la SEQ. ID. NO. 11.
Por lo tanto, aunque D01 es muy semejante a la solicitud, hay otros documentos del estado de la técnica que no permiten de-
ducir que de manera inequívoca se vayan a obtener las secuencias de la solicitud, ni que éstas sean útiles en la determinación
de las diferentes especies. De hecho, las secuencias divulgadas en D04 y D05 coincidentes con las de la solicitud se asocian
a otras especies, siendo contradictorias con los resultados obtenidos en la misma. En consecuencia, la reivindicación 1 tiene
actividad inventiva.
Las reivindicaciones de la 2 a la 21 y 36 son dependientes de la 1, y como ésta cumplen el requisito de actividad inventiva.
2.2. REIVINDICACIONES 22, 30, 31, 33, 34 Y 35
Las reivindicaciones 22, 30 y 31 tienen por objeto respectivamente, un péptido de secuencia SEQ. ID. NO. 1, 9 ó 10; la
reivindicación 33 el uso de los mismos para generar anticuerpos; la 34 los anticuerpos específicos para cualquiera de los
péptidos de SEQ. ID. NO. 1 a 11; mientras la reivindicación 35 la secuencia nucleotídica que codifica para cualquiera de los
péptidos de SEQ. ID. NO. 1 a 11. Dados los argumentos expuestos en el punto 1.1, las reivindicaciones 22, 30, 31 y 33, no
tienen actividad inventiva.
Al no presentar los péptidos actividad inventiva, se considera que los anticuerpos específicos frente a los mismos (reivindicación
34) o el ADN que los codifica (reivindicación 35) tampoco cumplen con dicho requisito.
2.3. REIVINDICACIONES DE LA 23 A LA 29 Y 32
El objeto de la solicitud de acuerdo con las reivindicaciones de la 23 a la 29 y 32, es los péptidos de secuencias de SEQ. ID.
NO. 2 a 8 y SEQ. ID. NO. 11 respectivamente.
Por los mismos motivos indicados en el punto 2.1, las reivindicaciones de la 23 a la 29 y 32, presentan actividad inventiva.
2.4. REIVINDICACIONES DE LA 37 A LA 40
Las reivindicaciones de la 37 a la 40 tienen por objeto un procedimiento de identificación de organismos de la Familia Merluc-
ciidae que comprende la determinación de la presencia de las secuencias codificantes para los péptidos de SEQ. ID. NO. 1 a
11.
Dado que el procedimiento para la diferenciación de las especies mediante el análisis de los péptidos tiene actividad inventiva,
el procedimiento que analice la secuencia nucleotídica que los codifica también cumple con el requisito de actividad inventiva.
En consecuencia, las reivindicaciones de la 37 a la 40 presentan actividad inventiva.
